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(54) Title: RECEPTOR FROM THE SUPERFAMILY OF TNT-RECEPTORS FROM THE HUMAN LUNG 

(54) Bezeichnung: REZEPTOR AUS DER SUPERFAMILIE DER TNF-REZEPTOREN, AUS DER MENSCHLICHEN LUNGE 

(57) Abstract 

The invention relates to novel proteins from the superfamily of TNT-receptors specially from the human lung and to the genes and 
utilization of the receptor. The invention additionally relates to antibodies which specifically bond the novel proteins. The invention also 
relates to a method for identifying antagonists and/or agonists of said inventive proteins, to a method for testing substances which are 
ligands of the proteins, to a method for qualitative and quantitative detection of the proteins, and to a method for qualitative and quantitative 
detection of the nucleic acids which code for the inventive proteins. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteine aus der Superfamilie der TNF-Rezeptoren speziell aus der humanen Lunge, dessen 
Gene und Verwcndung. Weiterhin betrifft die Erfindung Aritikarper, die spezifisch die Proteine binden. Die Erfindung betrifft auch 
Verfahren zur Identifizierung von Antagonisten und/oder Agonisten dieser erfindungsgemflBen Proteine, sowie ein Verfahreri zum Testen 
von Substanzen, die Liganden der Proteine sind, und ein Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis der Proteine. Die Erfindung 
betrifft weiterhin ein Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis der Nukleins&uren. die fur die erfindungsgemafien Proteine 
kodieren. 
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REZEPTOR AUS DER SUPERFAMILIE DER TNF-REZEPTOREN , AUS DER MENSCHLICHEN LUNGE 

Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Proteine aus der Super- 
familie der TNF-Rezeptoren speziell aus der humanen Lunge, dessen 
Gene und Verwendung. Weiterhin betrifft die Erfindung Antikorper, 
die spezifisch die neuen Proteine binden. 

10 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur 'Identif izierung 
von Antagonisten und/oder Agonisten dieser erf indungsgemSfien 
Proteine, sowie ein Verfahren zum Testen von Substanzen, die 
Liganden der Proteine sind, und ein Verfahren zum qualitativen 
15 und quant i tat iven Nachweis der Proteine. Die Erfindung betrifft 
weiterhin ein Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nach- 
weis der Nukleinsauren, die fur die erf indungsgemESen Proteine 
kodieren. 

20 Die TOF-Rezeptorfamilie stellt eine Superfamilie integraler 

Membranproteine dar, die in die Signaltransduktion einer Vielzahl 
von Zellen invo-lviert sind. Dazu gehoren neben den TNF-Rezeptoren 
p55 und p75 auch noch weitere Proteine wie CD27, OX40, sowie 
das Fas-Antigen (Arroitage, R.J., Curr. Opin. Immunol. 6(3) 1994: 

25 407 ff . ) . 

Die Rezeptoren dieser Superfamilie sind charakterisiert durch 
vier aminoterminale, extrazellul&re Cystein-reiche, TNFR-Shnliche 
Dom&nen mit starker Konservierung der Cystinbriicken. Es gibt 
30 keine Homologie der intrazellul&ren Abschnitte der TNF-Rezeptor- 
Superfamilienmitglieder p55, p75, Osteoprotegerin und der be- 
schriebenen neuen Rezeptorsequenz, . was auf eine unterschiedliche 
Signaltransduktion schliefien lfifit. 

35 Normalerweise handelt es sich bei den Vertretern dieser Familie 
um membranstandige Rezeptorf ormen. In einigen Fallen kann es 
zur Freisetzung der extrazellulSren Komponenten/Domanen der 
Rezeptoren komraen, wie im Falle der TNF-Rezeptoren (siehe: Lantz, 
M. et al. J. Clin. Invest. 86, 1990: 1396 ff . ) . In anderen FSllen 

40 haben Vertreter dieser Familie gar keine Membranankerdomane, - 
sondern werden vielmehr direkt als "lSsliche', sezernierte 
Rezeptoren freigesetzt (Simonet, W.S. et al. Cell 89, 1997: 
309ff.). 

45 Di e TNF-Rezeptorfamilie stellt eine Superfamilie integraler 

Membranproteine dar, die wie oben beschrieben an der Signaltrans- 
duktion in einer Vielzahl von Zellen beteiligt ist. Aufgrund der 
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vielfaltigen physiologischen Bedeutung der Mitglieder der TNF- 
Rezeptor-Superfamilie stellte. sich die Aufgabe. nach weiteren 
Mitgliedern dieser Familie zu suchen und sie fur die Entwicklung 
neuer wirkstoff targets bzw. neuer wirkstoffe zur Verfiigung zu 
5 stellen. 

Diese Aufgabe wurde durch das erf indungsgemafie isolierte 
Protein, enthaltend die in SEQ ID NO: 2 dargestellte Aminosaure- 
sequenz oder eine daraus durch Substitution. Inversion, Insertion 
" oder Deletion von einem oder mehreren Aminosfiureresten erhalt- 
liche seguenz, wobei wenigstens noch eine der wesentlichen 
biologischen Eigenschaf ten des in SEO ID NO: 2 dargestellten 
Proteins erhalten bleibt, gel6st. 

15 unter der wesentlichen biologischen Eigenschaft der erfindungs- 
gemafien Proteine sind beispielsweise die vier aminoterminalen, 
extrazellularen Cystein-reichen TNFR-ahnlichen Domanen mit 
starker Konservierung der Cystinbrucken zu verstehen. Diese 
Eigenschaft ermoglicht die spezielle biologis.che Wirkung der 

20 Proteine. Die erf indungsgemaSen Proteine weisen aufierdem kerne 
Homologie innerhalb der typischen intrazellularen Abschnitte der 
TNF-Rezeptor-Superfamilienmitglieder auf, wie zu den Pro te men 
p55, p7 5- Zu dem bisher einzigen beschriebenen, loslichen 
Rezeptor dieser Familie dem Osteoprotegerin besitzt das 

25 erf indungsgemafie Protein keine signifikante Homologie im 
C-terminalen, der Cystein-reichen Region folgenden Bereich. 

Das isolierte Protein und seine funktionellen Varianten lSfit 
sich vorteilhafterweise aus der menschlichen Lunge, dem Herzen 
30 und/oder der Niere isolieren. 

Eine weitere wesentliche biologische Eigenschaft ist in der 
Ligandenbindung zu sehen, insbesondere in Form loslicher 
Rezeptoren ftir diese Liganden. 

35 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Proteine, die noch 
die Ligandenbindungsaktivitat auf weisen und die ausgehend von der 
in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz durch gezielte 
verariderungen herstellbar sind. Dabei konnen beispielsweise be- 

40 stimmte Aminosauren durch solche mit ahnlichen physikochemischen 
Eigenschaften (Raumerfullung, Basizitat, Hydrophobizitat etc.) 
ersetzt werden. Beispielsweise werden Argininreste gegen Lysin- 
reste, Valinreste gegen Isoleucinreste oder Asparaginsaurereste 
gegen Glutaminsaurereste ausgetauscht . Es kSnnen aber auch ein 

45 oder mehrere Aminosauren in ihrer Reihenfolge vertauscht, hinzu- 
gefugt oder entfernt werden, oder es k6nnen mehrere dieser MaS- 
nahmen miteinander kombiniert werden. Die solchermafien gegenuber 
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der SEQ ID NO: 2 veranderten Proteine besitzen wenigstens 60 %, 
bevorzugt wenigstens 75 %, ganz besonders bevorzugt wenigstens 
85 % Homologie zu SEQ ID NO: 2, berechnet nach dem Algorithms 
von 'Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85, No. 8, 
5 1988: 2444-2448. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung sind Nukleinsauresequenzen, 
die fur die oben genannten Proteine codieren, insbesondere solche 
mit der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Primarstruktur . Unter den 

10 erfindungsgemaSen Nukleinsauresequenzen sind auch Allelvarianten 
zu verstehen, die wie oben fur die Aminosauresequenzen beschrie- 
ben, durch Deletion, Inversion, Insertion oder Substitution von 
Nukleotiden aus der in SEQ ID NO: 1 dargestellten Sequenz erhfclt- 
lich sind, wobei die biologischen Eigenschaf ten bzw. die biolo- 

15 gische Aktivitat aber erhalten bleibt. 

Weiterhin sind unter Nukleinsauresequenzen auch funktionelle 
Aquivalente der Gene wie eukaryontische Homologe beispiels- 
weise aus Evertebraten wie Caenorhabditis oder Drosophila oder 
20 Vertebraten vorteilhaf terweise aus Mammalia wie Maus, Rate oder 
Af fe zu verstehen, bevorzugt aus vertebraten, die in der Lage 
sind die biologische Aktivitat des Gens bzw. Genprodukts zu 
ubernehmen . 

25 Weiterhin sind unter den erf indungsgemafien Nukleinsauresequenzen 
auch verkiirzte Sequenzen, Einzelstrang-DNA oder RNA der codieren- 
den und nichtcodierenden DNA-Sequenz zu verstehen, die die bio- 
logischen Eigenschaf ten aufweisen. 

30 Unter den Nukleinsauresequenzen sind auch Derivate wie beispiels- 
weise Promotorvarianten zu verstehen. Die Promotoren, die den 
angegebenen Nukleotidsequenzen vorgeschalten sind, konnen dabei 
durch ein oder mehrere Nukleotidaustausche, durch Inversionen, 
durch Insertion(en) und/oder Deletion(en) verandert sein, ohne 

35 dafi aber die Funktionalitat bzw. Wirksamkeit der Promotoren 
beeintrachtigt wird. Des weiteren konnen die Promotoren durch 
Veranderung ihrer Sequenz in ihrer Wirksamkeit erhSht Oder 
komplett durch wirksamere Promotoren auch artfremder Organismen 
ausgetauscht werden. 



40 



Unter Derivaten sind auch Varianten zu verstehen, deren Nukleo- 
tidsequenz im Bereich von -1 bis -1000 vor dem Startkodon so 
verandert wurden, dafc die Genexpression und/oder die Protein- 
expression erhfiht wird. 



45 
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Die vorliegende cDNA der Nukleinsauresequenz kann in dem Fachmann 
be'kannter weise iiber Vektoren in geeignete Systeme eingebracht 
und exprimiert werden. vorteilhaf terweise werden die erfmdungs- 
gemafien Nukleinsauresequenzen. ihre Allelvarianten, ihre funktio- 
5 nellen Aquivalente oder Derivate als rekombinantes Nukleinsaurer 
konstrukt in einem geeigneten System eingebracht und exprimiert. 
Dabei werden vorteilhaft dem Fachmann bekannte gelaufige Klonie- 
rungs- und Transf ektionsmethoden verwendet. urn die genannten 
Nukleinsauren in verschiedenen Express ionssystemen zur Expression 
10 zu bringen. Diese Systeme werden beispielsweise in Current Proto- 
cols in Molecular Biology, ed. F. Ausubel et al. Wiley inter- 
science, New York 1997, beschrieben. 

Dazu wird die erf indungsgemafie Nukleinsauresequenz Ublicherweise 

15 mit genetischen Regulations element en wie Transkriptions- und 
Translationssignalen funktionell verkmipft. Diese Verknupfung 
kann zu je nach gewiinschter Anwendung zu einer ErhQhung oder 
Erniedrigung der Genexpression fiihren. Mit den solchermafien her- 
gestellten rekombinanten Nukleinsaurekonstrukten werden anschlie- 

20 Bend wirtsorganismen transf ormiert . Zusatzlich zu diesen neuen 
Regulationssequenzen kann die nattirliche Regulation dieser. 
Sequenzen vor den eigentlichen strukturgenen noch vorhanden sein 
und gegebenenfalls genetisch verandert worden sein, so dafi die 
natiirliche Regulation ausgeschaltet und die Expression der Gene 

25 erhoht wurde. Das Genkonstrukt kann aber auch einfacher aufgebaut 
sein, das heiSt es werden keine zusatzlichen Regulationssignale 
vor die Sequenzen inseriert und der nattirliche Promotor mit 
seiner Regulation wird nicht entfemt. Stattdessen wird die 
nattirliche Regulationssequenz so mutiert, dafi keine Regulation 

30 mehr erfolgt und die Genexpression gesteigert wird. Auch am 
3'-Ende der Nukleinsaure-Seguenzen konnen zus&tzliche vorteil- 
haf te regulatorische Elemente inseriert werden. Die Nukleinsaure- 
sequenzen konnen in einer oder mehreren Kopien im Genkonstrukt 
. enthalten sein. 

35 vorteilhafte Regulationssequenzen fur das erf indungsgemafie Ver- 
fahren sind beispielsweise in Promotoren wie cos-, tac-, trp-, 
tet-, trp-tet-. lpp-, lac-, lpp-lac-, laclq-, T7-, T5-, T3-, 
gal-, trc-, ara-, SP6-, 1-PR- oder im 1-PL- Promotor enthalten, 

40 die vorteilhaf terweise in gram-negativen Bakterien Anwendung 

finden. weitere vorteilhafte Regulationssequenzen sind beispiels- 
weise in den gram-positiven Promotoren amy und SP02, in den 
Hefepromotoren ADC1, MFa , AC. P-60, CYC1, GAPDH oder in den 
pflanzenpromotoren CaMV/35S. SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, 

45 nos oder im Ubiquitin- oder phased in-Promotor enthalten. 
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Prinzipiell konnen alle natiirlichen Promotoren mit ihren Regula- 
tionssequenzen' wie die oben genannten verwendet werden. Dariiber 
hinaus konnen auch synthetische Promotoren vorteilhaft verwendet 
werden. 

5 Diese regulatorischen Sequenzen sollen die gezielte Expression , 
der Nukleins&ureseguenzen und der proteinexpression ermoglichen. 
Dies kann beispielsweise je nach wirtsorganismus bedeuten, daS 
das Gen erst nach Induktion exprimiert oder iiberexprimiert wird, 
10 oder dafi es sofort exprimiert und/oder iiberexprimiert wird. 

Die regulatorischen Sequenzen bzw. Faktoren konnen dabei vorzugs- 
weise die Expression positiv beeinflussen und dadurch erhShen. So 
kann eine Verstarkung der regulatorischen Elemente vorteilhaf ter- 
15 weise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem starke Trans- 
kriptionssignale wie Promotoren und/oder -Enhancer' verwendet 
werden Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation 
mSglich, indem beispielsweise die Stabilitat der mRNA verbessert 
wird. 

20 . 

Unter -Enhancer" sind beispielsweise DNA-Sequenzen zu verstehen, 
die iiber eine verbesserte wechselwirkung zwischen PNA-Polymerase 
und DNA eine erhohte Expression bewirken. 

25 Eine bevorzugte Aus runnings form ist die Verknupfung der erf in- 
dungsgemafien Nukleinsauresequenz mit einem Promotor, wobei der 
Promoter 5' up stream zu liegen kommt. Weitere Regulationssignale 
wie Terminatoren, Polyadenylierungssignale. Enhancer konnen in 
dem' Nukleinsaurekonstrukt Anwendung finden. 

30 Das rekombinante Nukleinsaurekonstrukt bzw. Genkonstrukt wird zur 
Expression in einem geeigneten wirtsorganismus vorteilhaf terweise 
in einen wirtsspezif ischen Vektor inseriert, der eine optimale 
Expression der Gene im Wirt ermbglicht. Vektoren sind dem Fach- 

35 mann wohl bekannt und kSnnen beispielsweise aus dem Buch Cloning 
Vectors <Eds. Pouwels P. H. et al. Elsevier, Amsterdam-New York- 
Oxford, 1985, ISBN 0 444 904018) entnommen werden. Unter Vektoren. 
sind aufcer Plasmiden auch. alle anderen dem Fachmann bekannten 
Vektoren wie beispielsweise Phagen. Viren wie SV40, CMV, Baculo- 

40 virus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, Phasmide, Cosmide, 
lineare oder zirkulare DNA zu verstehen. Diese Vektoren konnen 
autonom im wirtsorganismus repliziert oder chromosomal repliziert 
werden. 

45 Als wirtsorganismen sind prinzipiell alle Organismen geeignet, 
die eine Expression der erf indungsgemafcen Nukleinsauren, ihrer 
Allelvarianten, ihrer funktionellen Aquivalente oder Derivate 
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Oder des rekombinanten Nukleins&urekonstrukt ermBglichen. Unter 
Wirtsorganismen sind beispielsweise Bakterien, Pilze. Hefen, 
pflanzliche oder tierische Zellen zu verstehen. Bevorzugte 
Organismen sind Bakterien wie Escherichia coli. Streptomyces . 
5 Bacillus oder Pseudomonas. eukaryot ische Mikroorganismen wie 
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus, hohere eukaryotische 
Zellen aus Tieren oder Pflanzen, beispielsweise Sf 9 oder CHO- 
Zellen. 

10 Gewunschtenfalls kann das Genprodukt auch in transgenen Organis- 
men wie transgenen Tieren z.B. Mausen, Schafen oder transgenen 
Pflanzen zur Expression gebracht werden. Bei den transgenen 
Organismen kann es sich auch urn sogenannte Knock-Out Tiere oder 
Pflanzen handeln. . 

15 Die Kombination aus dem wirtsorganismen und den zu den Organismen 
passenden Vektoren wie Plasmide, Viren oder Phagen wie beispiels- 
weise Plasmide mit dem RNA- Polymerase /Promoter System, die Phagen 
1, Mu Oder andere temperante Phagen Oder Transposons und/oder 

20 weiteren vorteilhaf ten regulatorischen Sequenzen bilden ein 

Expressionssystem. Bevorzugt sind unter dem Begriff Expressions- 
systeme beispielsweise die Kombination aus saugetierzellen wie 
CHO-Zellen und Vektoren wie pcDNA3neo-Vektor, die fiir Saugetier- 
zellen geeignet sind, zu verstehen. 

25 

Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich urn eine cDNA. die 
fiir ein neues Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie kodiert. 
Sequenzvergleiche mit der Aminosauresequenz des vorliegenden 
Rezeptors zeigen Ahnlichkeiten mit dem humanen Osteoprotegerin 

30 (GenBank acc. no. U94332) und dem humanen TNFRII P 75 (GenBank 
acc no. U52165). In beiden Fallen beschrankt sich die Ahnlich- 
keit auf die c-terminale Halfte der Proteine. die im wesentlichen 
der Cystein-reichen DomSne, also der Ligandenbindungsdomane ent- 
spricht. So ist die IdentitSt zwischen SEQ ID NO: 2 (AS 34-193) 

35 und dem humanen Osteoprotegerin (AS 26-185) bei 43%; die Identi- 
tat zwischen SEQ ID NO: 2 (AS 3-134). und dem humanen TNFRII (p75) . 
(AS 8-139) bei 27%. (FastA-Programm, Pearson und Lipman. Proc. 
Natl.. Acad. Sci (USA) 85, 2444-2448). 

40 Die vorliegende Nukleotidseguenz wurde ursprunglich in mehreren 
cDNA-Bibliotheken aus humaner Lunge identif iziert. Die Analyse 
der Verteilung der zugehfirigen mRNA in verschiedenen menschlichen 
Geweben ergab Expression in Lunge, Herz und Niere. Dabei wurde 

am zwei Transkripte, 1,4 und 2,4 knt (= Kilonukleotide) lang, detek- 

45 

tiert. 
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Das durch die vorliegende cDNA kodierte Polypeptid lttt sich 
zweifelsfrei als Mitglied der TNF-Rezeptor-Superf amilie identifi- 
zieren Die fiir die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superf amilie be- 
kanntes extrazellulare, Cystein-reiche Domane findet sich auch in 
5 dem neuen von der erf indungsgemafien Nukleinsauresequenz kodierten 
Rezeptor. Der neue beschriebene Rezeptor verfugt aber nicht tiber 
die z.B. beim TNF-Rezeptor II (p75. Goodwin, R.G., Mol. Cell. Biol. 
Vol 11 No 6, 1991: 3020ff.) bekannte Membrananker-Domane, so dafi 
vermutet we r den kann. daS es sich bei dem erf indungsgema&en Poly- 
10 peptid urn einen sogenannten -lfislichen" Rezeptor handelt, der von 
der produzierenden Zelle sezerniert wird. 

Wie oben beschrieben kann das Genprodukt vorteilhaf t auch in 
transgenen Tieren. z.B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
15 zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie 
Translationssysteme nit der von der Nukleinsaure abgeleiteten RNA 

zu programmieren. 

Daruberhinaus kann das Genprodukt auch in Form therapeutisch 

20 Oder diagnostisch geeigneter Fragmente exprimiert werden. Zur 
isolierung des rekombinanten Proteins kSnnen vorteilhaft Vektor- 
systeme oder Oligonukleotide verwendet werden. die die cDNA urn 
bestimmte Nukleotidseguenzen verlangern und damit fur veranderte 
Polypeptide kodieren, die einer einfacheren Reinigung dienen. Als 

25 solche Anker sind beispielsweise sogenannte "Tags' in der Litera- 
tur z B Hexa-Histidin-Anker bekannt oder Epitope, die als Anti- 
gene verschiedener Antik5rper erkannt werden kSnnen (beschrieben 
zum Beispiel in Harlow. E. and Lane, D., 1988, Antibodies: A 
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N. Y. ) Press). Diese Anker 

30 konnen zur Anheftung der Proteine an einen festen TrSger wie an 
einer polymeren Matrix, die beispielsweise in einer Chromato- 
graphiesaule eingefiillt sein kann, oder an einer Mikrotiterplatte 
oder an einen sonstigen Trager verwendet werden. Gleichzeitig 
kfinnen diese Anker auch zur Erkennung der Proteine verwendet 

35 werden. Zur Erkennung der Proteine konnen auSerdem iibliche Marker 
wie Fluoreszenzfarbstoffe, Enzymmarker . die nach Reaktion mit 
einem Substrat ein detektierbares Reaktionsprodukt bilden, oder 
ein radioaktive Marker allein oder in Kombination mit. den Ankern 
zur Derivatisierung der Proteine verwendet werden. 

40 

Ausgehend von der Peptidsequenz kSnnen synthetische Peptide 
generiert werden, die einzeln oder in Kombination als Antigene 
fiir die Produktion von AntikSrpern eingesetzt werden. Es ist auch 
moglich, das Polypeptid oder Bruchstucke davon zur Generierung 
45 von AntikBrpern einzusetzen. 
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Die Herstellung von Antikorpem ist eine dem Fachmann gelaufige 
Tatigkeit. Mit Antikorpem sind sowohl polyklonale. monoklonale, 
humane oder humanisierte AntikSrper oder Fragmente davon, single 
chain Antik6rper oder auch synthetische AntikBrper gemeint. 

5 Die vorliegende cDNA bietet aufierdem die Voraussetzung , die 
genomische Sequenz dieses neuen Rezeptorgens zu klonieren. 
Darunter f Silt auch die dazugehorige regulatorische oder Promo- 
torsequenz. die beispielsweise durch Sequehzierung des 5' up- 
10 scream Bereiches der vorliegenden cDNA zuganglich wird. Die 
Sequenzinformation der cDNA ist auch die Grundlage fur die Her- 
stellung von antisense Molekiilen oder Ribozymen. Diese genomische 
UNA kann ebenfalls zur Herstellung der oben beschriebenen Gen- 
konstrukte verwendet werden. 

15 

Eine weitere Moglichkeit des Einsatzes der Nukleotidsequenz oder 
Teilen davon ist die Erzeugung transgener Tiere. Transgene Uber- 
expression oder genetischer Knockout der sequenzinf ormation in 
geeigneten Tiermodellen kann wertvolle weitere Informations fiber 
20 die (Patho-)Physiologie des neuen Rezeptors liefern. 

in Situationen, in denen ein Mangel an dem beschriebenen Rezeptor 
(Protein gemaB Anspruch 1) herrscht, kSnnen mehrere. Methoden zur 
Substituierung eingesetzt werden. Zum einen kann das Protein, 
25 natiirlich oder rekombinant direkt, oder durch geeignete Mafinanraen 
in Form seiner kodierenden Nukleinsaure (DNA oder RNA.) appliziert 
werden. Dazu kSnnen beliebige Vektoren beispielsweise sowohl 
virale, als auch nichtvirale Vehikel zum Einsatz kommen. 

30 Ein weiterer Weg bietet sich durch die Stimulation des endogenen, 
kfirpereigenen Genes durch geeignete Mittel . Auch der turn-over 
oder die inaktivierung z.B. durch Rezeptorkinasen kSnnen 
blockiert werden. SchlieSlich .kSnnen Agonisten dieses Proteins 
bzw. Rezeptors zum Einsatz gelangen. 

35 

in Situationen, in denen uberschiissiger Rezeptor vorliegt, kSnnen. 
verschiedene Inhibitoren eingesetzt werden. Diese Inhibition kann 
sowohl durch antisense Molekiile oder Ribozyme, oder AntikSrper 
und Oligonukleotide, als auch durch niedermolekulare Verbindungen 
40 erreicht werden. Darttberhinaus kann der Rezeptor auch durch 
Antagonisten blockiert werden. ( 

Weiterhin kSnnen die cDNA, die genomische DNA, der Promotor, als 
auch das Polypeptid, sowie Teilfragmente davon in rekombinanter 
45 oder nichtrekombinanter Form zur Ausarbeitung eines Testsystems 
verwendet werden. Dieses Testsystem ist geeignet, die Aktivitat 
des Promotors oder des Proteins in Anwesenheit einer Testsubstanz 
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zu messen. Bevorzugt handelt es sich dabei urn einfache MeS- 
methoden (colorimetrischer, luminometrischer. f luorimetrischer . 
imnuinologischer oder radioaktiver Art, ) die die schnelle Mefi- 
barkeit einer Vielzahl von Testsubstanzen vorteilhaft m emem 
5 sogenannten High-Throughput-Screening erlauben. Diese beschnebe- 
nen Testsysteme erlauben die Bindung oder Agonisierung oder Anta- 
gonisierung von Testsubstanzen in Bezug zum neuen Rezeptor zu 
beschreiben. 

10 Die Bestimmung von Menge. Aktivitat und Verteilung des Rezeptors 
oder seiner zugrundeliegenden mRNA im menschlichen Korper kann 
• zur Diagnose. Pradisposition und zum Monitoring bei bestimmten 
Erkrankungen dienen. Desgleichen kann die Sequenz der cDNA sowie 
der genomischen Sequenz zu Aussagen uber genetische Ursachen und 

15 Pradispositionen bestimmter Erkrankungen herangezogen werden. 
Dazu konnen sowohl DNA/RNA-Probe'n, sowie unnaturliche DNA/RNA- 
Proben, als auch AntikSrper verschiedenster Art benutzt werden. 
Dabei dient die beschriebene Nukleotidsequenz oder Teile davon 
in Form geeigrieter Proben zur Aufdeckung von Punktmutationen oder 

20 Deletionen/Insertionen. 

weiterhin kann das beschriebene Protein benutzt werden, um seine 
natiirlichen Liganden zu bestimmen und zu isolieren. Aufierdem kann 
das beschriebene Protein benutzt werden, um kiinstliche oder 

25 synthetische Liganden zu bestimmen und zu isolieren. Dazu kann 
man das rekombinant hergestellte oder gereinigte naturliche 
Protein derart derivatisieren, daS es Modif ikationen tragt. dxe 
eine Verknupfung mit Tragermaterialien erlauben. Derart gebunde- 
nen Proteine konnen mit Proteinextrakten oder Peptidbibliotheken 

30 oder anderen Quellen fiir Liganden inkubiert werden. Spezifisch 
gebundenen Peptide, Proteine oder niedermolekulare, nicht- 
proteinogene Substanzen kfinnen so isoliert und charakterisiert 
werden. Unter nichtproteinogenen substanzen sind beispielsweise 
niedermolekulare, chemische Substanzen <= kleiner 1000 Dalton) 

35 zu verstehen, die beispielsweise aus der klassischen Wirkstoff- 
synthese oder aus sogenannten Substanzbibliotheken stammen 
kSnnen, die mit Hilfe der Kombinatorik synthetisiert worden sind. 

Die verwendeten Proteinextrakte konnen vorteilhaf terweise aus der 
40 Lunge, dem Herz, der Niere oder Korperf liissigkeiten wie Lymphe, 
Liquor, Blut oder Harn stammen. 

Die oben beschriebenen Liganden kSnnen durch ein Verfahren zum 
Testen von Substanzen auf ihre Eigenschaft als Ligand fur das 
45 Protein gemaS Anspruch 1 zu fungieren, isoliert werden, das 
folgende Schritte umfaSt: 
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a) 



b) 



10 

rekombinante Expression des Proteins nach Anspruch 1, wobei 
das protein mit einem Anker oder Marker versehen wird, der 
die Anheftung an einen Trager oder die Erkennung oder 
Anheftung an .einen Trager und die Erkennung des Proteins 
ermoglicht, 

Anheftung der in (a) genannten Proteine an Trager. 



c) inkubation der tragergebundenen Proteine mit natiirlichen 
Proteinextrakten oder synthetischen Peptidbibliotheken, 



10 

d) 



Isolierung und identif izierung der spezifisch gebundenen 
Koinponenten. 



15 Die Proteinextrakte (c) stammen dabei vorteilhafterweise aus der 
Lunge, dem Herz oder der Niere. 

Die erfindungsgemafce Nukleinsaureseguenz und das von ihr kodierte 
Protein kdnnen zur Entwicklung von Reagenzien, Agonisten und 
20 Antagonisten. zur Diagnose und Therapie von chronischen und 

•akuten Erkrankungen. die mit der Expression der erf indungsgemafcen 
Proteinsequenz bevorzugt mit der erhohten oder erniedrigten 
Expression der Sequenz assoziiert sind. eingesetzt werden. Die 
entwickelten Reagenzien, Agonisten und/oder Antagonisten konnen 
25 anschliefiend zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen 

zur Behandlung oder Diagnose von Krankheiten verwendet. Dabei 
' kann es sich urn Erkrankungen des Immunsystems, des knochenbilden- 
den Systems, des Herz /Kreislauf systems, des zentralen und pen- 
pheren Nervehsystems , Tumoren. Transplantationsinkompatibili- 
30 taten. Asthma, rheumatoide Arthritis, handeln. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist Verfahren zum gualita- 
tiven und quantitativen Nachweis einer Nukleinsaure nach Anspruch 
2 in einer -biologischen Probe, das folgende Schritte umfafit: 

a) inkubation einer biologischen Probe mit einer bekannten Menge 
an Nukleinsaure gemafi Anspruch 2 oder einer bekannten Menge 
- an Oligonukleotiden, die als Primer fur eine Amplif ikation 
der Nukleinsaure gemafi Anspruch 2 geeignet sind, 

Nachweis der Nukleinsaure gemas Anspruch 2 durch spezifische 
Hybridisierung oder PCR-Amplif ikation, 

c) Vergleich der Menge an hybridisierender Nukleinsaure gemafi 
45 Anspruch 2 oder an durch PCR Amplif ikation gewonnener 
Nukleinsaure gemafi Anspruch 2 mit einem Standard. 



35 



40 



b) 
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Weiterhin umfafit die Erfindung ein Verfahren zum gualitativen und 
quantitativen Nachweis eines Proteins gemSS Anspruch 1 in einer 
biologischen Probe, das folgende Schritte umfafit: 

5 a) Inkubation einer biologischen Probe mit einem Antikorper, der 
spezifisch gegen das Protein gemM Anspruch 1 gerichtet ist, 

b) Nachweis des Antik6rper/Antigenkomplexes, 

10 c) Vergleich der Mengen des Antikorper/Antigenkomplexes mit 
einem Standard. 

Als Standard k6nnen biologische Proben wie Gewebestiicke , Serum 
oder Blut dienen. die von gesunden Probanden entnommen wurden. 



15 



Beispiel 1 

Klonierung der Rezeptor cDNA 



20 Bei der Sequenz analyse von cDNA-K 1 onen einer cDNA-Bibliothek aus 
menschlicher Lunge wurde die vorliegende cDNA-Sequenz gefunden. 
Die Sequenz dieses Klones ist in SEQ ID NO : 1 beschrieben. 



Beispiel 2 



25 



Expression des neuen Rezeptors in menschlichen Geweben 
Die Expression des neuen Rezeptors wurde in 50 verschiedenen 
menschlichen Geweben raittels RNA-Dotblot-Analyse untersucht. Ein 
Blot der Firma Clontech (#7770-1) wurde dazu mit einer Rezeptor- 
30 Probe hybridisiert . Die Probe wurde durch in vitro Transkription 
der entsprechenden cDNA in Anwesenheit Digoxigenin-markierter 
Nukleotide hergestellt. Nach stringenter Waschung wurde das 
Transkript haupts&chlich in Lunge, Herz und Niere nachgewiesen. 



35 



40 



45 
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Patentansp ruche 

1 isoliertes Protein, enthaltend die in SEQ ID NO: 2 dar- 
5 gestellte AminosSuresequenz oder eine daraus durch Substi- 
tution. Inversion. Insertion oder Deletion von einem^oder 
mehreren Aminosaureresten erhaitliche Sequenz, wobei 
wenigstens noch eine der wesentlichen biologischen Eigen- 
schaften des in SEQ ID NO: 2 dargestellten Proteins erhalten 
10 bleibt. 

2. Nukleinsauresequenz codierend fur ein Protein nach 
Anspruch 1. 

15 3. Nukleinsauresequenz nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. 
dafi sie fur ein Protein codiert, das wenigstens 60 % 
Identitat mit der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Sequenz hat. 

4 Nukleinsauresequenz nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. 
•20 • dafi sie die in SEQ ID NO: 1 dargestellte Sequenz enthalt. 

5 Rekombinantes Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend eine Nuklein- 
sauresequenz gemafi Anspruch 2 funktionell verkniipf t mit 
mindestens einem genetischen Regulationselement. 

25 6. Wirtsorganisraus. transformiert mit einer Nukleinsauresequenz 
nach Anspruch 2 . 

7. wirtsorganismus, transformiert mit einem rekombinanten 
30 Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 5. 

8. Transgene Tiere enthaltend ein funktionelles oder nicht 
funktionelles Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 5. 

35 9. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 als Antigen zur 
Erzeugung von spezifischen AntikSrpern. 

10. AntikSrper, die spezifisch das Protein nach Anspruch 1 
erkennen. 

40 

11. verwendung einer Nukleinsauresequenz gemafi Anspruch 2 zur 
Gentherapie . 

12. Verwendung einer zu der Sequenz gemas Anspruch 2 kompleroen- 
45 tSren Nukleinsauresequenz zur Gentherapie. 
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13. Verfahren zur Identif izierung von Antagonisten, Agonisten 
Oder Liganden fQr das Protein gema£ Anspruch 1 indem man 
Zellen, die das Protein gemaS Anspruch 1 exprimieren mit 
einer vielzahl zu untersuchender Substanzen (Testsubstanzen) 

5 zusanunenbringt, und anschliefiend die biologische Aktivitat 
des Proteins in An- und Abwesenheit der Testsubstanz ver- 
gleicht. 

14 . verfahren zum Testen von Substanzen auf ihre Eigenschaf t 
10 als Ligand. Agonist oder Antagonist fur das Protein gemSS 

Anspruch 1 zu fungieren, das folgende Schritte umfafit: 

a) rekombinante Expression des Proteins nach Anspruch 1, , 
wobei das Protein mit einera Anker oder Marker versehen 

15 wird, der die Anheftung an einen Trager Oder die 

Erkennung odeir Anheftung an einen Trager und die 
Erkennung des Proteins ermSglicht, 

b) Anheftung der in (a) genannten Proteine an Trager. 

20 

c) Inkubation der tragergebundenen Proteine mit naturlichen 
' Proteinextrakten, synthetischen Peptidbibliotheken oder 

nichtproteinogenen Substanzen, 

25 d) isolierung und Identif izierung der spezifisch gebundenen 
Komponenten. ' 

15. Verfahren zum Testen von Substanzen gem&£ Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der Proteinextrakt (c) aus der 

30 Lunge, dem Herz, der Niere oder KSrperflussigkeiten stammt. 

16. Verfahren zum gualitativen und quantitativen Nachweis einer 
Nukleinsfiure nach Anspruch 2 in einer biologischen Probe, das 
folgende Schritte umfafit: 



35 



a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer bekannten 
Menge an Nukleinsaure gemSS Anspruch 2 oder einer 
bekannten Menge an oligonukleotiden. die als Primer 
fur eine Amplif ikation der Nukleinsaure gemaS Anspruch 2 
40 geeignet sind, 



b) 



Nachweis der Nukleinsaure gemafi Anspruch 2 durch 
spezifische Hybridisierung oder PCR-Amplif ikation, 



45 c) Vergleich der Menge an hybridisierender Nukleinsaure ge- 
mafi Anspruch 2 oder an durch PCR Amplif ikation gewonnener 
Nukleinsaure gemafi Anspruch 2 mit einem Standard. 



WO 99746376 



14 



PCTYEP99/01252 



10 



17 Verfahren zum qualitative und guantitativen Nachweis eines 
Proteins gemSS Anspruch 1 in einer biologischen Probe, das 
folgende Schritte umfafct: 

a) inkubation einer biologischen Probe mit einem Antikdrper, 
der spezifisch gegen das Protein gem£& Anspruch 1 
gerichtet ist, 

b) Nachweis des AntikSrper/Antigenkomplexes, 

c) Vergleich der Mengen des Antikorper/Antigenkomplexes mit 
einem Standard. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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S EQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: Carl -Bosch- Strasse 38 
{C ) ORT : Ludwigshaf en 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 
.(F) POSTLEITZAHL: D-6700 

(G) TELEPHON: 0621/6048526 

(H) TELEFAX: 0621/6043123 

(I) TELEX: 1762175170 

(ii) ANMELDETITEL: Tit el 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

..(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 
(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 
(i) S EQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1168 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNS ZU mRNS 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iii) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(F) GEWEBETYP : Lung 
(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 134.. 1036 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CAGCAGGATG GGCTTCTGGA CTTGGGCGGC CCCTCCGCAG GCGGACCGGG GGCAAAGGAG 60 
GTGGCATCTC GGTCAGGCAC AGCAGGGTCC TGTGTCCGCG CTGAGCCGCG CTCTCCCTCC 120 
TCCAGCAAGG ACC ATG AGG GCG CTG GAG GGG CCA GGC CTG TCG CTG CTG 169 
Met Arg Ala Leu Glu Gly Pro Gly Leu Ser Leu Leu 
1 5 10 

TGC CTG GTG TTG GCG CTG CCT GCC CTG CTG CCG GTG CCG GOT GTA CGC 
Cys Leu Val Leu Ala Leu Pro Ala Leu Leu Pro Val Pro Ala Val Arg 

15 20 25 

GGA GTG GCA GAA ACA CCC ACC TAC CCC TGG CGG GAC GCA GAG ACA GGG 
Gly Val Ala Glu Thr Pro Thr Tyr Pro Trp Arg Asp Ala Glu Thr Gly 
30 35 40 



217 



265 
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GAG CGG CTG GTG 
Glu Arg Leu Val 
45 

CCG TGC CGC CGA 
Pro Cys Arg Arg 



CAC TAC 
His Tyr 

GTC CTC 
Val Leu 

CAC AAC 
His Asn 
110 
TTC TGC 
Phe Cys 
125 

CCG GGC 
Pro Gly 

ACC TTC 
Thr Phe 

AAC TGC 
Asn Cys 



CAT GAC 
His Asp 
190 
GTA CCA 
Val Pro 
205 

TTC CAG 
Phe Gin 



ACG CAG 
Thr Gin 
80 

TGC GGG 
Cys Gly 
95 

CGT GCC 
Arg Ala 

TTG GAG 
Leu Glu 

ACC CCC 
Thr Pro 

TCA GCC 
Ser Ala 
160 
ACG GCC 

Thr Ala 
175 

ACC CTG 
Thr Leu 



TGC GCC 
Cys Ala 
50 

GAC AGC 
Asp Ser 

65 
TTC TGG 
Phe Trp 

GAG CGT 
Glu Arg 

TGC CGC 
Cys Arg 



CAC 
His 

AGC 
Ser 
145 
AGC 
Ser 



GCA 
Ala 
130 
CAG 
Gin 

AGC 
Ser 



CAG TGC 
Gin Cys 

CCC ACG 
Pro Thr 

AAC TAC 
Asn Tyr 

GAG GAG 
Glu Glu 
100 
TGC CGC 
Cys Arg 
115 

TCG TGT 
Ser Cys 

AAC ACG 
Asn Thr 

TCC AGC 
Ser Ser 



CCC CCA 
Pro Pro 

ACG TGT 
Thr- Cys 
70 

CTG GAG. 
Leu Glu 
85 

GAG GCA 
Glu Ala 

ACC GGC 
Thr Gly 

CCA CCT 
Pro Pro 



GGA GCT 
Gly Ala 

GAC ATC 
Asp He 



GAG GCC CCG GAG 
Glu, Ala Pro Glu 
240 

TTG CAG CTG AAG 
Leu Gin Leu Lys 
255 

GAC GGG GCG CTG 
Asp Gly Ala Leu 
270 



CTG GGC 
Leu Gly 

TGC ACC 
Cys Thr 

GAG GAG 
Glu Glu 
210 
TCC ATC 
Ser He 
225 

GGC TGG 
Gly Trp 

CTG CGT 
Leu Arg 

CTG GTG 
Leu Val 



CTG GCC 
Leu Ala 
180 
AGC TGC 
Ser .Cys 
195 

TGT GAG 
Cys Glu 

AAG AGG 
Lys Arg 

GGT CCG 
Gly Pro 



CGG CGG 
Arg Arg 
260 
CGG CTG 
Arg Leu 
275 



CAG TGC 
Gin Cys 
150 
TCA GAG 
Ser Glu 
165 

CTC AAT 
Leu Asn 

ACT GGC 
Thr Gly 

CGT GCC 
Arg Ala 

CTG CAG 
Leu Gin 
230 
ACA CCA 
Thr Pro 
245 

CTC ACG 
Leu Thr 



GGC ACC 
Gly Thr 
55 

GGC CCG 
Gly Pro 

CGC TGC 
Arg Cys 

CGG GCT 
Arg Ala 

TTC TTC 
Phe Phe 
120 
GGT GCC 
Gly Ala 
135 

CAG CCG 
Gin Pro 



TTT GTG 
Phe Val 

TGT CCA 
Cys Pro 

CGC TAC 
Arg Tyr 
90 

TGC CAC 
Cys His 
105 

GCG CAC 
Ala His 



CAG CGG 
Gin Arg 
60 

CCG CGC 
Pro Arg 

75 
TGC AAC 
Cys Asn 

GCC ACC 
Ala Thr 

GCT GGT 
Ala Gly 



CTG CAG 
Leu Gin 



CAG TGC 
Gin Cys 

GTG CCA 
Val Pro 

TTC CCC 
Phe Pro 
200 
GTC ATC 
Val He 
215 

CGG CTG 
Arg Leu 

AGG GCG 
Arg Ala 

GAG CTC 
Glu Leu 

GCG CTG 
Ala Leu 
280 



GGC GTG ATT GCC 
Gly Val He Ala 
140 

TGC CCC CCA GGC 
Cys Pro Pro Gly 
155' 

CAG CCC^CAC CGC 
Gin Pro His Arg 
170 

GGC TCT TCC TCC 
Gly Ser Ser Ser 
185 

CTC AGC ACC AGG 
Leu Ser Thr Arg 



GAC TTT 
Asp Phe 

CTG CAG 
Leu Gin 

GGC CGC 
Gly Arg 
250 
CTG GGG 
Leu Gly 
265 

CGC GTG 
Arg val 



GTG GCT 
Val Ala 
220 
GCC CTC 
Ala Leu 
235 

GCG GCC 
Ala Ala 

GCG CAG 
Ala Gin 

GCC AGG 
Ala Arg 



313 



361 



409 



457 



505 



553 



601 



649 



697 



745 



793 



841 



889 



937 



985 
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ATG CCC GGG CTG GAG CGG AGC GTC CGT GAG CGC TTC CTC CCT GTG CAC 1033 
Met Pro Gly Leu Glu Arg Ser Val Arg Glu Arg Phe Leu Pro Val His 
285 290 295 300 

TGATCCTGGC CCCCTCTTAT TTATTCTACA TCCTTGGCAC CCCACTTGCA CTGAAAGAGG 1093 
CTTTTTTTTA AATAGAAGAA ATGAGGTTTC TTAAAGCTTA TTTTTATAAA GCTTTTTCAT 1153 
AAAAAAAAAA AAAAA 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i> SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
. (A) LANGE: 300 Aminosauren 
(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOlS: Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Ala Leu Glu Gly Pro Gly Leu Ser Leu Leu Cys Leu Val Leu 

1 - 5 10 .15 

Ala Leu Pro Ala Leu Leu Pro Val Pro Ala Val Arg Gly Val Ala Glu 

20 25 30 

Thr Pro Thr Tyr Pro Trp Arg Asp Ala Glu Thr Gly Glu Arg Leu Val 

35 40 45 

Cys Ala Gin Cys Pro Pro Gly Thr Phe Val Gin Arg Pro Cys Arg Arg 

50 55 60 ■ 

Asp Ser Pro Thr Thr Cys Gly Pro Cys Pro Pro Arg His Tyr Thr Gin 
65 70 75 80 

Phe Trp Asn Tyr Leu Glu Arg Cys Arg Tyr Cys Asn Val Leu Cys Gly 

85 90 95 

Glu Arg Glu Glu Glu . Ala Arg Ala Cys His Ala Thr His Asn Arg Ala 

100 105 11° 

Cys Arg Cys Arg Thr Gly Phe Phe Ala His Ala Gly Phe Cys Leu Glu 

115 120 125 

His Ala Ser Cys Pro Pro Gly Ala Gly Val lie Ala Pro Gly Thr Pro 

130 135 1«0 

Ser Gin Asn Thr Gin Cys Gin Pro Cys Pro Pro Gly Thr Phe Ser Ala 
145 150 155. 160 

Ser Ser Ser Ser Ser Glu Gin Cys Gin Pro His Arg Asn Cys Thr Ala 

165 170 175 

Leu Gly Leu Ala Leu Asn Val Pro Gly Ser Ser Ser His Asp Thr Leu 

180 185 190 

Cys Thr Ser Cys Thr Gly Phe Pro Leu Ser Thr Arg Val Pro Gly Ala 

195 200 205 

Glu Glu Cys Glu Arg Ala Val He Asp Phe Val Ala Phe Gin Asp He 

210 215 220 

Ser He Lys Arg Leu Gin Arg Leu Leu Gin Ala Leu Glu Ala Pro Glu 
225 230 235 240 

Gly Trp Gly Pro Thr Pro Arg Ala Gly Arg Ala Ala Leu Gin Leu Lys 
245 250 255 
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Leu Arg Arg Arg Leu Thr Glu Leu Leu Gly Ala Gin Asp Gly Ala Leu 

260 265 270 

Leu val Arg Leu Leu Gin Ala Leu Arg Val Ala Arg Met Pro Gly Leu 

275 280 285 

Glu Arg Ser Val Arg Glu Arg Phe Leu Pro Val His 
290 2 95 300 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 

1. Claims Nos.: 

*— ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: although claim(s) 9,11,12 relate to a method for treating the 

human/animal body, the search was carried out and was based on the cited 
effects of the compound/composition. 

2. I - ) Claims Nos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. 'I I Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box □ Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchableclaims. 

2 I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee , this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4 | — I Mo required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



□ 
□ 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Abbildungen 1-3 
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* Beeondere Kate go nan von angegebenen Verbftentlicnungen 

'A* VenWfentltehung, die den aligemernen Stand der Tecnntk deliniert, 
abernjcmaiabeeondeTSbedeutsam anzusehenist 
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GRUSS H.-J. AND DOWER S.K.: "Tumor 
necrosis factor ligand superfamlly: 
Involvement in the pathology of malignant 
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Feid 1 Bemerkungen zu den AnsprOchea die sich ats nicht recherchiertoar erwiesen haoen (Fortsetzung von Punkt I am man i ] 




GemaB ArtOcel 1 7(2)a) wurde aus totgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherche nbericht ersteDt 
1 " S weTstel^f Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpfQchtet rst namfich 

Bemerkung: Obwohl der(die) Anspruch(uche) 9, 11, 12 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tienschen 

K rpers bezieht(en), wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 

auf die angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2 " ' we?ste1ichtu( Telle der international Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Antorderungen so wenig entsprecnen, 
daB eine sirmvoile Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kann. namlich 

3 ' 0 ^ P e1^ N dabei urn abhangige AnsprQche handett. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 




Feld II Bemerkungen bei mangetnder Einheittichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 aul Biatt 1) 




Die Internationale Recherchentoehorde hat festgestellt. daB diese internationaie Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 

1 I — I Da der Anmelder alte ertorderlichen zusatziichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
I — ' Internationale Recherchenbericht auf alte recherchierbaren Anspruche. 

9 PI Da fur alle recherchierbaren AnsprQche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand 

2 - I— I zusatzliche Recherchengebuhr gerechttercgt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahlung erner soichen Gebuhr aufgetordert 

3 HI Da der Anmelder nur einige der ertorderlichen zusatziichen RecherchengebOhren rechtzeitig f ntnchtet hat erstreckt sich dieser 
!_l Internationale Rechsrchenbericht nur aut die Anspruche, tur die GebOhren entrichtet worden sind, nami.ch aut die 
Anspruche Nr. 

d I I Der Anmelder hat die ertorderlichen zusatziichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
U crtenbS^ aul die in den AnspruchenTuerst er»ahnte Erfindung; diese ist .n toigenden Anspruchen er- 
taBt 

Bemericungen hinsichttleh einn WWeropruchs Q Die zusatzBchen GebOhren wurden van Anmelder unter Widerepruch gezshtL 

| | oie zahlung 2usSttltcher RecherchengebOhren ertotgtt ohne Widerspruch. 
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